Understanding cancer criticai genes: an 

analogy 



A f oot on the accelerator can make you 
go f aster! 

Oncogenes encode potential 
accelerators of growth. 

A single event is enough - it is 

genetically dominant - 

and involves GAIN OF FUNCTION 



You have two brakes 

If one stops working you can use the other. 
If both stop working you cannot stop and will 
accelerate. 



Tumour suppressor genes usuai ly encode the 

brakes on celi growth - 

loss of their f unction can lead to accelerated 

growth - but it requires 2 events - loss of both 

brakes. 

You need LOSS OF FUNCTION of both alleles of a 
tumour suppressor gene ! 



One Accelerator 



The image cannot be displayed. Your computer may not have enough memory to open the image, or thi 
image may have been corrupted. Restart your computer, and then open the file again. If the red x stili 
appears, you may have to delete the image and then insert it again. 



Two brakes 
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tumour suppressor genesi The Knudson's hypothesis 



Knudson studies children 
with an eye tumour called 
retinoblastoma 



2 groups of patients:- 



Familial form 

present earlier in childhood 

often had bilateral disease 

within an eye could be 
multi-focal. 



those with a family history 

and those without (the 
majority) 



Sporadic 

• presented later 

• only had a single eye 
involved. 



Tumour suppressor genes 
The Knudson Hypothesis : 

For a tumour to develop Knudson proposed that:- 

• a gene was involved 

• Needed to have loss of function mutations in BOTH maternal and paternal 
copies of the (retinoblastoma) gene 




Tumour suppressor genes: The Knudson Hypothesis 

Sporadic form 



ie. very rare. 



a mutation has to occur in both copies of 
the retinoblastoma gene. 

If a single mutation could occur in one in a 
IO 6 cells in a given period of time, then the 
probability of a mutation occurring in both 
copies would be one in IO 12 . 



the longer the period of time that elapses 
the more likely this is, but it is unlikely to 
occur more than in one cells. hence 
tumours occur late and are unilateral. 
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Tumour suppressor genes: The Knudson Hypothesis 



Familial form 



the child inherits from the parents one 
mutant copy of the retinoblastoma gene. 

Since it stili requires mutations in both 
copies for a tumour to develop then the 
probability of this is one in a IO 6 . 



This is a million times more likely than in 
the sporadic form. 



the disease occurs earlier and also there is 
a high probability of it occurring in more 
than one celi, and thus tumours may be 
multi-focal and bilateral. 
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Mutazione 
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germinale 



Dopo la nascita 



Retinoblastoma 



Mutazione Mutazione 
della linea somatica 
germinale 
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FORMA FAMILIARE PATOGENESI DEL RETINOBLASTOMA 



Gene 
normale 




Cellule somatiche 
dei genitori 



Cellule germinali 
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Mutazione 
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Figura 8-30. Patogenesi del retinoblastoma. Due mutazioni del locus Rb sul cromosoma 13 (banda q14) inducono la 
proliferazione neoplastica delle cellule della retina. Nella forma familiare, tutte le cellule somatiche ereditano un gene Rb 
mutato da un genitore portatore. La seconda mutazione colpisce il locus Rb di una delle cellule della retina dopo la nasci- 
ta. Nella forma sporadica invece, entrambe le mutazioni del locus Rb sono acquisite dalle cellule retiniche dopo la nascita. 
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Figura 4.21. Meccanismi genetici responsabili del fenomeno della perdita della eterozigosi o LOH (Loss of Hete- 
rozygosity). Come esempio viene illustrato il caso del retinoblastoma (forma ereditaria e forma non ereditaria o spo- 
radica). A causa di una mutazione pre-zigotica (forma ereditaria) o post-zigotica (forma sporadica), in un retinobla- 
sto (o in tutti i retinoblasti nella forma ereditaria) uno dei due alleli RB1 risulta inattivo (allele mutante o rb) e l'altro 
normale (allele +) (eterozigosi rb/+). In conseguenza di una mancata disgiunzione mitotica, il cromosoma porta- 
tore dell'allele normale può essere eliminato e può residuare, in forma singola o duplicata, quello portatore dell'al- 
lele mutante. Un'altra possibile evenienza è la sostituzione, per ricombinazione mitotica, della regione compren- 
dente il locus RB1 del cromosoma portatore dell'allele normale con una copia della stessa regione del cromoso- 
ma omologo portatore dell'allele mutante. È possibile, infine, che l'allele normale sia anch'esso inattivato per feno- 
meni di mutazione puntiforme, delezione o conversione genica. In tutte queste circostanze, si realizza una condi- 
zione di omozigosi per gli alleli RB1 (rb/rb) con perdita della eterozigosi iniziale (rb/+). 



FORMA FAMILIARE 
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Figura 8-30. Patogenesi del retinoblastoma. Due mutazioni del locus Rb sul cromosoma 13 (banda q14) inducono la 
proliferazione neoplastica delle cellule della retina. Nella forma familiare, tutte le cellule somatiche ereditano un gene Rb 
mutato da un genitore portatore. La seconda mutazione colpisce il locus Rb di una delle cellule della retina dopo la nasci- 
ta. Nella forma sporadica invece, entrambe le mutazioni del locus Rb sono acquisite dalle cellule retiniche dopo la nascita. 
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Rara cellula in cui Rara cellula in cui 

si inattiva uno dei due geni si inattiva Tunica 

funzionanti copia funzionante 



del gene 



'A 



Eccessiva proliferazione 
cellulare che culmina 
in un retinoblastoma 



Risultato: nessun tumore Risultato: il tumore si sviluppa 

nella gran parte delle persone 
che hanno ereditato il gene 
non funzionante 
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La seconda copia 
di fìtol viene inattivata 

molto raramente 
in una stessa cellula 



7K 



Eccessiva proliferazione 
cellulare che culmina 
in un retinoblastoma 



Risultato: il tumore si sviluppa 
soltanto in circa 1 su 30 000 
soggetti normali 
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Mutazione germinale 
(eterozigosi) 



Mutazione somatica 
(2° evento) 



Perdita della eterozigosi 



TUMORE DI WILMS 



TUMORE DI WILMS 



Figura 10.5. L'insorgenza di alcune forme di tumore di Wilms è dovuta alla perdita o all'alterata fun- 
zione dell'oncosoppressore WT1 localizzato nella banda p13 del cromosoma 11. Come nel retino- 
blastoma, la trasformazione neoplastica si verifica in quelle cellule in cui entrambi gli alleli WT1 risul- 
tano interessati (perdita della eterozigosi). 



PROTEINA RB CpRBÌ 

E' una fosfoproteina nucleare che svolge un ruolo fondamentale 

nella regolazione del ciclo cellulare. 
•pRb è espressa in ogni tipo cellulare e può essere presente in una 
stato attivo (IPOFOSFORILATO) o in uno stato inattivo 
(IPERFOSFORIL ATO) . 




•Nel suo stato ipofosforilato pRb costituisce un freno nel 
passaggio dalla fase 61 alla fase S del ciclo cellulare. 




) Degradata 



cdk inattiva 



Figura 8-26. Lo schema illustra il ruolo delle cicline e delle chinasi ciclina-dipendenti (CDK) nella regolazione del ciclo cel- 
lulare. Nell'esempio riportato, la CDK viene espressa costitutivamente in una forma inattiva e viene attivata solo dopo 
essersi legata alla del ina D, sintetizzata nella fase G1. La forma attivata della CDK consente alla cellula di attraversare il 
punto di controllo che si interpone tra la fase G1 e la fase S mediante la fosforilazione della proteina del retinoblasto- 
ma (pRb). Appena la cellula entra nella fase S, la ciclina D viene degradata, riportando la CDK in uno stato inattivo. 



PROTEINA RB fpRB) 

E' una fosfoproteina nucleare che svolge un ruolo 
fondamentale nella regolazione del ciclo cellulare. 

•pRb è espressa in ogni tipo cellulare e può essere 
presente in una stato attivo (IPOFOSFORILATO) o in 
uno stato inattivo (IPERFOSFORIL ATO) . 




•Nel suo stato ipofosforilato pRb costituisce un freno nel 
passaggio dalla fase GÌ alla fase S del ciclo cellulare. 

• Quando le cellule sono stimolate a dividersi, la pRb viene 
fosforilata, il freno è rimosso e la cellula può passare il 
punto di controllo tra 61 eS 

La fosforilazione di Rb è fondamentale per il superamento 
del 1° punto di restrizione, ed il successivo passaggio da GÌ 
a S. Se questo non avviene, il ciclo cellulare è bloccato (in 
GÌ). 



•Nel suo stato ipofosforilato pRb costituisce un freno nel 
passaggio dalla fase 61 alla fase S del ciclo cellulare. 




) Degradata 



cdk inattiva 



Figura 8-26. Lo schema illustra il ruolo delle cicline e delle chinasi ciclina-dipendenti (CDK) nella regolazione del ciclo cel- 
lulare. Nell'esempio riportato, la CDK viene espressa costitutivamente in una forma inattiva e viene attivata solo dopo 
essersi legata alla del ina D, sintetizzata nella fase G1. La forma attivata della CDK consente alla cellula di attraversare il 
punto di controllo che si interpone tra la fase G1 e la fase S mediante la fosforilazione della proteina del retinoblasto- 
ma (pRb). Appena la cellula entra nella fase S, la ciclina D viene degradata, riportando la CDK in uno stato inattivo. 
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Role of RB as a cell-cycle regulator. Various growth factors promote the formation of the cyclin D- 
CDK4 complex. This complex (and to some extent cyclin E-CDK2) phosphorylates RB, changing 

it from an active (hypophosphorylated) to an inactive state (hyperphosphorylation). RB 
inactivation allows the celi to pass the G1/S restriction point. Growth inhibitors such as TGF-beta; 
and p53 and the Cip/Kip (e.g., p21, p57) and INK4a (p16INK4a and p19ARF) cell-cycle inhibitors 
prevent RB activation. Transforming proteins of oncogenic viruses bind hypophosphorylated RB 
and cause its functional inactivation. Virtually ali cancers show dysregulation of the celi cycle by 

affecting the four genes marked by an asterisk. 
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INATTIVAZIONE DELLA p11(T 

IPOFOSFORILATA TRASCRIZIONE GENI FASE S 



Figura 14.15. (a) Nel nucleo delle cellule in fase G1, l'anti-oncoproteina p110 rb allo stato ipofosforila- 
to forma complessi con alcuni fattori di trascrizione, tra i quali l'eterodimero E2F1/DP1, impedendo 
loro di promuovere la trascrizione dei geni richiesti per l'avvio della fase S. La sua iperfosforilazione, 
indotta da stimoli mitogeni e operata dalle chinasi cicline-dipendenti Cdk4/6-D, rimuove questo bloc- 
co e consente alla cellula di transitare nella fase S. (b) I polipeptidi codificati dagli ORF E7 dei tipi di 
HPV ad alto potenziale oncògeno (HPV-16. HPV-18) interagiscono con elevata affinità con la p110* 
ipofosforilata impedendo che essa formi complessi con l'eterodimero E2F1/DP1 e altri fattori di tra- 
scrizione. Le cellule infettate, pertanto, possono transitare liberamente dalla fase G1 alla fase S. 
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Figure 6-21 



The role of RB in regulating the 
G t -S checkpoint of the celi cycle. 
Hypophosphorylated RB in 
complex with the E2F transcrip- 
tion factors binds to DNA, 
recruits chromatìn remodeling 
factors (histone deacetylases and 
histone methyltransferases), and 
inhibits transcription of genes 
whose products are requlred for 
the S phase of the celi cycle. 
When RB is phosphorylated by 
the cyclìn D-CDK4, cyclin 
D-CDK6, and cyclin E-CDK2 com- 
plexes, it releases E2R The latter 
then activates transcription of S- 
phase genes. The phosphoryla- 
tion of RB is inhibited by CDKIs, 
because they inattivate cyclin- 
CDK complexes. Virtual ly ali 
cancer cells show dysregulation 
of the G^S checkpoint as a result 
of mutation in one of four genes 
that regulate the phosphoryla- 
tìon of RB; these genes are RB, 
CDK4, cyclin D, and CDKN2A 
[p16], EGF, epidermal growth 
factor; PDGF, platelet-derived 
growth factor. 




E2F target gene off E2F target gene on 

Figure 2 | Regulation of E2Fs by RB. In the GÌ phaseof the celi cycle, RB is 
phosphorylated at low levels and associates with E2F transcription factors, which are 
dimeric proteins containing E2F and differentiation-related polypeptide (DP) subunits. 
RB also recruits enzymes that regulate chromatin structure to these complexes. 
Transcription of these genes is repressed until cyclin-dependent kinases (CDKs) 
phosphorylate (P) RB and prevent binding of E2Fs and chromatin regulators. 
E2F transcription factors then transcribe genes necessary for S phase and the celi 
cycle advances. RBC, RB carboxy-terminal domain; RBN, RB amino-terminal domain. 
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The RB pathway and the many potential functions Of RB. The E2F transcription-factor family has been 
shown to regulate the expression of genes, products of which are involved in Gl-S phase transition. The celi cycle is depicted at the 
bottom of the figure with its various phases (G0-G1-S-G/M). E2F-mediated transcription is negatively regulated by the RB family of 
proteins and their activity is, in turn, regulated by CDKs (CDK2, , and ) and their inhibitors ( , pl6, ,8, q .9_ r g and 
). Molecules in this regulatory network (pl6, , CDK4/CDK6 and RB) (blue) have been found altered in a wide variety of 

tumours, with the exception of E2F. In addition to its ability to block S-phase progression, RB ÌS belìeved tO reqillate a 

wide variety of processes, such as apoptosis, DNA replicatigli, DNA repair, checkpoint 

Control and differentìation (red) . It is unclear whether these functions are ali mediated through regulation of E2F or 
are dependent on one of the many (more than 100) factors with which RB can interact. Little is known about the impact the CDK 
regulatory network has on these alternative functions of RB 
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'Inactivation of Rb in the lung epithelial of mice is sufficient to untiate neuroendocrine hyperplasia m but the additional loss of 
7rp53 isrequired for SCLC development'\ f Rb deletion in a mouse model issufficient to initiate prostate cancer' 1 ' 71 *. 
% Overexpre*$ion of Cankyrin in liver tumours might functionally inactivate RB, potentially bypassing the need to mutate RB In 
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Box 2 | The RB family of proteins 



RB, pl07 and pl30 are collectively known as the 'pocket protein' family. RB shares 
appr oximately 25% sequence identity with both homologues, whereas pl07 and pi 30 
share approximately 54% identity with each other. Structural data characterizing 
pl07 and pl30 are limited; however, sequence analysis suggests domains comparable to 
those in RB are present (see the figure). Both proteins contain predicted amino-terminal 
domains (107N and 130N), pocket domains and carboxy-terminal domains (107C and 
130C), with analogous secondary and tertiary structural elements. Consistent with these 
parallel structural features, a number of common molecular functions have been 
identified 8788 . Ali three proteins negatively regulate the celi cycle, and for each protein 
this effect has been tied to its ability to associate with E2F transcription factor family 
members and influence E2F-mediated gene expression. The pocket domains of ali 
homologues are predicted to contain L-X-C-X-E-binding clefts, which bind virai proteins 
and probably par tially overlapping sets of cellular proteins. Pocket proteins are ali 
inactivated by cyclin-dependent kinases (CDKs), and sequence analysis suggests 
several common structural effeets of phosphorylation. 

Genetic and cellular investigations have revealed various key functional differences 
between pocket proteins. RB knockout is embryonic lethal in mice, whereas knockout 
of pl07 or pi 30 does not have a phenotype in a mixed genetic background 89-91 . 
Examination of mice lacking different combinations of pocket protein genes suggests 
that pl07 and pl30 have an overlapping role in development that is distinct from that 
of RB 91 . Importantly, the tumour suppressor properties of the RB gene are significantly 
stronger than those of pl07 and pl30, and only RB mutations are commonly found in 
human cancer. Consistent with these genetic differences, pocket proteins have been 
observed to control distinct E2F target genes and arrest cells in different celi cycle 
phases 47 . In a recent striking example, a genome-wide screen of gene repression in 
fibroblast cells revealed a unique role for RB in promoting senescence 42 . Further 
structural and biochemical analysis is needed to understand the molecular basis for 
these functional differences in pocket proteins, although distinct protein inter actions 
have already been identified. For example, pocket proteins show preferences for 
different E2F family members, and pl07 and pl30 bind and inhibit CDKs, whereas 
RB exclusively forms a stable complex with protein phosphatase 1 (PP1) 2887 88 . 



p53: "guardiano del genoma" 

•Gene localizzato sul cromosoma 17, rappresenta una delle sedi più 
frequenti di alterazioni genetiche nei tumori umani. Infatti poco più 
del 50% dei tumori umani presenta mutazioni di questo gene. 

• La perdita funzionale del gene si riscontra in tutti i tipi di 
neoplasie. 



TP53 mutation prevalence (as recorded in the IARC Database, R7) ti che 
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p53: "guardiano del genoma" 

•Gene localizzato sul cromosoma 17, rappresenta una delle sedi più 
frequenti di alterazioni genetiche nei tumori umani. Infatti poco più 
del 50% dei tumori umani presenta mutazioni di questo gene. 

• La perdita funzionale del gene si riscontra in tutti i tipi di 
neoplasie. 

• Nella maggior parte dei casi le mutazioni inattivanti che 
colpiscono entrambe gli alleli p53 sono acquisite dalla cellula 
somatica. Meno frequentemente alcuni soggetti ereditano una copia 
del p53 mutata (sindrome di Li-Fraumeni). 
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p53: "guardiano del genoma" 



•Gene localizzato sul cromosoma 17, rappresenta una delle sedi più 
frequenti di alterazioni genetiche nei tumori umani. Infatti poco più del 
50% dei tumori umani presenta mutazioni di questo gene. 

• La perdita funzionale del gene si riscontra in tutti i tipi di neoplasie. 

• Nella maggior parte dei casi le mutazioni inattivanti che colpiscono 
entrambe gli alleli p53 sono acquisite dalla cellula somatica. Meno 
frequentemente alcuni soggetti ereditano una copia del p53 mutata 
(sindrome di Li-Fraumeni). 

• La p53 rappresenta una sorta di "guardiano molecolare" capace di 
prevenire la propagazione di cellule che hanno subito un danno 
genetico: entra in gioco come freno di emergenza quando il DNA è 
danneggiato da radiazioni ionizzanti, luce ultravioletta o sostanze 
chimiche mutagene 
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•p53 : proteìna con un emìvìta molto breve, presente, in situazioni normali, 
a concentrazioni molto basse nella cellula. 

'Quando p.es. c'è un danno al DNA, la p53 viene indotta e la sua 
espressione è stabilizzata. 
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p53: "guardiano del genoma" 

•Gene localizzato sul cromosoma 17, rappresenta la seconda sede 
più frequente di alterazioni genetiche nei tumori umani. Infatti 
poco più del 50% dei tumori umani presenta mutazioni di questo 
gene. 

• La perdita funzionale del gene si riscontra in tutti i tipi di 
neoplasie. 

• Nella maggior parte dei casi le mutazioni inattivanti che 
colpiscono entrambe gli alleli p53 sono acquisite dalla cellula 
somatica. Meno frequentemente alcuni soggetti ereditano una copia 
del p53 mutata (sindrome di Li-Fraumeni). 

• La p53 rappresenta una sorta di "guardiano molecolare" capace 
di prevenire la propagazione di cellule che hanno subito un danno 
genetico: entra in gioco come freno di emergenza quando il DNA è 
danneggiato da radiazioni ionizzanti, luce ultravioletta o sostanze 
chimiche mutagene 

• la p53 è localizzata nel nucleo e, quando entra in azione, la sua 
funzione primaria è rappresentata dal controllo della trascrizione 
di diversi altri geni. 
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•La p53 agisce come fattore di trascrizione, inducendo l'espressione di un 
inibitore delle cdk,p21 CIP , il quale inibisce quasi tutti i complessi cdk/cicline 
•Questo evento determina un'arresto del ciclo cellulare. 
•Se il danno al DNA è di grossa entità, vengono attivati geni pro-apoptotici 
e la cellula muore. 
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The role of pS3 in maintaining the integrity of the genome. Activation of normal pS3 by DNA-damaging agents or by hypoxia leads to 
celi cycle arrest in G, and induction of DNA repair, by transcriptional up-regulation of the cyclin-dependent kinase inhibitor CDKN1A 
(p21) and the GADD45 genes. Successful repair of DNA allows cells to proceed with the celi cycle; if DNA repair fails, p53 triggers either 
apoptosis or senescence. In cells with loss or mutations of pS3, DNA damage does not induce celi cycle arrest or DNA repair, and genet- 
ìcally damaged cells proliferate, givìng rise eventually to malignant neoplasms. 
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Figure 1 1 Simplif ied scheme of the p53 pathway. The p53-MDM2 feedback loop is the 'heart' of 
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Table 9.2 Examples of p53 target genes according to function The expression of genes in this table is induced by p53 
unless otherwise indicateci. 



Class of genes 


Name of gene 


Function of gene product 


p53 antagonist 


MDM2/HDM2 


induces p53 ubiquitylation 


Growth arrest genes 


p21 P 


inhibitor of CDKs, DNA polymerase 




Siah-1 


aids p-catenin degradation 




14-3-3& 


sequesters cyclin B-CDC2 in cytoplasm 




Reprimo 


G 2 arrest 


DNA repair genes 


p53R2 


nbonucleotide reductase — biosynthesis of DNA precursors 




XPE/DDB2 


global NER 




XPC 


global NER 




XPG 


global NER, TCR 




GADD45 


global NER ? 




DNA poi k 


error-prone DNA polymerase 


Regulators of apoptosis 


BAX 


mitochondrial pore protein 




PUMA 


BH3-only mitochondrial pore protein 




NOXA 


BH3-only mitochondrial pore protein 




p53AIP1 


dissipates mitochondrial membrane potential 




Killer/DR5 


celi surface death receptor 




PIDD 


death domain protein 




PERP 


pro-apoptotic transmembrane protein 




APAF1 


activator of caspase-9 




NF-kB 


transcription factor, mediator of TNF signaling 




Fas/APOI 


death receptor 




PIG3 


mitochondrial oxidation/reduction control 




PTEN 


reduces levels of the anti-apoptotic PIP 3 




Bcl-2 


(repression of ) its expression 




IGF-1R 


(repression of ) its expression 




IGFBP-3 


IGF-1-sequestering protein 


Anti-angiogenic proteins 


TSP-1 (thrombospondin) 


antagonist of angiogenesis 




Tabella 9.3. Rapporti tra la fase di progressione di alcune neoplasie umane e ia frequenza del riscontro di 
mutanti TP53 nelle cellule neoplastiche o displasìiche. 



Sede o tipo della neoplasia 



Stadio di progressione della neoplasia 



Frequenza di mutanti TP53 (%) 



Esofago 



Leucemia linfatica cronica 



Leucemia mieloide cronica 



Mammella 



Melanoma 



Ovaio 



Polmone 



Metaplasia 
Displasia moderata 
Adenocarcinoma 

Fase cronica 

Fase accelerata ( sìndrome di Richter ) 

Fase cronica 
Fase accelerata 
Crisi blastica 

Displasia 
Carcinoma in situ 
Carcinoma invasivo 

Nevo displastico 

Melanoma a crescita orizzontale 

Melanoma a crescita verticale 

Cistoadenoma solitario 
Cistoadenocarcinoma localizzato 
Cistoadenocarcinoma invasivo 

Metaplasia squamosa 
Displasia moderata 
Carcinoma in situ 
Carcinoma invasivo 
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15 
53 

15 
40 

1- 2 
16 

20-30 

5 

20-30 
30-50 

0 

5- 10 
68-75 

0 

2- 3 
40-55 

6- 7 
27 
58 
80 



p53: Guardian of ploidy 

Aneuploidy, often preceded by tetraploidy, is one of the hallmarks of solid tumors. Indeed, 
both aneuploidy and tetraploidy are oncogenic occurrences that are sufficient to drive neo- 
pi astic transfer ma tion and canee r progressi on. True to forni, the tumor suppressor p53 ob- 
struets propagation of these dangerous chromosomal events by either instig^ting 
irreversible celi cycle arrestor apoptosis. The tumor suppressor Lats2, along with other tu- 
mor inhibitory proteins such as BRCA1/2 and BubRl, are centrai to p53-dependent elimina - 
tion of tetraploid ceQs. Not surprisingly, these proteins are frequendy inactivated or 
downregulated in tumors, synergizing with pS3 inactivation to establish an atmosphere 
of "tolerance" for a non-diploid state. 
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Figure 1 — Schema bc rcprc&cntation of the steps lcading to t or avoiding, aneuploidy. Wild rype p53 tu net io n is cruciai for the eliminar ion of 
tetraploid cells fiom the replicating pool. Lo** of p53 and p73 tumor *upprcft*or* facilitate^ aneuploid tumor forma tion. Otangc boxe* represent 
proliferar io n "itopi", whcrcas green represents proli Errati on "go". 
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Figura 4.12. Caratteristiche della proteina p53. Il gene TP53 è costituito da 11 esoni: gli esoni 2-11 
codificano per una proteina di 393 aminoacidi, la p53, che possiede distinti domini funzionali, domi- 
ni conservatisi immodificati nel corso dell'evoluzione (■) e specifici siti di legame per numerose pro- 
teine cellulari e virali (vedi Tabella 4.7). Gli esoni 5-8 (codoni 126-306) sono quelli più frequentemen- 
te colpiti da mutazioni (più deir80% delle mutazioni sono a loro carico). 



Table 9.1 Tumor viruses that perturb nR h. n53. and/or arip ntotir f unction 



Virus 


Virai protein 


Virai protein 


Virai protein 




targeting pRb 


targeting p53 


targeting apoptosis 


SV40 


1 tm.mm*m** T /IT\ 

largel (LT ) 


1 ^ ^ ^ T /|T\ 

large T (LT) 




Adenovirus 


EIA 


ti B55K 


CIDI CWfdk 

El B19K* 1 


HPV 


E7 


E6 




Polyomavirus 


largeT 


largeT? 


middle T(MT) b 


Herpesvirus saimiri 


V cyclin c 




v-Bcl-2 a 


HHV-8 (KSHV) 


K cyclin c 


LANA-2 


v-Bcl-2 f d v-FLIP e 


HCMV 


IE72 f 


IE86 


vlCA,9 pUL37 h 


HTLV-I 


Tax 1 






Epstein-Barr 




EBNA-1' 


LMPlJ 









a Functions like Bcl-2 to block apoptosis. 
b Activates PI3K and thus Akt/PKB. 
c Related to D-type cyclins. 
d Related to cellular Bcl-2 anti-apoptotic protein. 

e Viral caspase-8 (FLICE) inhibitory protein; blocks an early step in the extrinsic apoptotic 
cascade. 

f lnteracts with and inhibits pi 07 and possibly pi 30; may also target pRb for degradation in 
proteasomes. 

g Binds and inhibits procaspase-8. 

h lnhibits the apoptotic pathway below caspase-8 and before cytochrome c release. 
'Induces synthesis of cyclin D2 and binds and inactivates p16 INK4A . 

>LMP1 facilitates p52 NF-kB activation and thereby induces expression of Bcl-2; EBNA-1 acts via 
a cellular protein, USP7/HAUSP, to reduce p53 levels. 
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Figure 2 | Distribution of TP53 somatic mutations according to the IARC TP53 
Mutation Database, a | Pie chart representing the different tumour-derived mutation 
types reported in the IARC TP53 Mutation Database, b | The distribution of reported 
missense mutations along the 393 amino-acid sequence of p53. The six most common 
hotspot mutations are highlighted in yellow for DNA-contact mutations, green for locally 
distorted mutants and blue for globally denatured mutants. The domain architecture of 
p53 is aligned below. Note that the depicted enrichment of mutations in the 
DNA-binding domain (DBD) is probably an overestimation as in many studies only 
the core domain exons of TP53 are sequenced, thus, mutations outside this region 
are overlooked. PR, proline-rich domain; Reg, carboxy-terminal regulatory domain; 
TA, transactivation domain; Tet, tetramerization domain. Data derived from the IARC 
TP53 Mutation Database version R13 (November 2008) 32 . 




Figure 5. Summary of carcinogens and mutational events that can alter the p53 gene. Only a represen- 
tative region of the p53 gene is depicted. 
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Table 3.4 Examples of cellular genes found to be activated b y insertional mutaqenesis 



Gene 


Insertional mutagen 


Tumor type 


Species 


Type of oncoprotein 


myc 


A 1 % # 

ALV 


B-cell lymphoma 


chicken 


transcription factor 


myc 


«Iti r^i i ; 

ALV, FeLV 


T-cell lymphoma 


chicken, cat 


transcription factor 


nov 


Ali/ 

ALV 


nephroblastoma 


chicken 


growth factor 


erbB 


ALV 


erythroblastosis 


chicken 


receptor TK 


mos 


IAP 


plasmacytoma 


mouse 


ser/thr kinase 


int- 1 a 


MMTV 


mammary carcinoma 


mouse 


growth factor 


mt~2° 


li il li il TI / 

MMTV 


mammary carcinoma 


mouse 


growth factor 


int-3 


iv ii iv n t\/ 
IVI IVI 1 V 


mammary carcinoma 


mouse 


receptor- 


int-H/int-5 


IV il IV il TW 

MMTV 


mammary carcinoma 


mouse 


enzyme d 


pim- 1 


IV il ~ n n | \# 

MO-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


ser/thr kinase 


pim-2 


i\ n ^ iva i \# 

MO-MLV 


B-cell lymphoma 


mouse 


ser/thr kinase 


bmi" 1 


IV il ^ r\ /i 1 \ / 

MO-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


transcription repressor 


tpl-z 


■V il ^ IVA | V / 

MO-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


non-receptor TK 


lek 


MO-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


non-receptor TK 




MO-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


transcription factor 


r^hii ree 
u/W-Cir 


1 A D 

lAr 


myelomonocytic leukemia 


mouse 


growth factor 


/Z.2 


GaLV 


T-cell lymphoma 


gibbon ape 


cytokine e 




IAP 


T-cell lymphoma 


mouse 


cytokine 


K-ras 


F-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


small G protein 


CycD7 


F-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


G1 cyclin 


CycD2 


Mo-MLV 


T-cell lymphoma 


mouse 


G1 cyclin 



a Subsequently renamed Wnt-1. 

b Subsequently identified as a gene encoding a fibroblast growth factor (FGF). 

c Related to notch receptors. 

d Enzyme that converts androgens to estrogens. 

e Cytokines are GFs that largely regulate various types of hematopoietic cells. 

Abbreviations: ALV, avian leukosis virus; FeLV, feline leukemia virus; F-MLV, Friend murine leukemia virus; GaLV, gibbon ape 
leukemia virus; GF, growth factor; IAP, intracisternal A particle (a retrovirus-like genome that is endogenous to cells); Mo-MLV, 
Moloney murine leukemia virus; MMTV, mouse mammary tumor virus; ser/thr, serine/threonine; TK, tyrosine kinase. 
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• p53 is an evolutionary ancient transcription factor, the primordial function of which 
in early metazoans may have been to coordinate transcriptional responses to stress 
and damage. 

• Vertebrate p53 is activated by many types of stress and damage. In its basai 
'unactivated' state it also controls various normal physiological functions. 

• In vertebrates, p53 acts as an important tumour suppressor and either it or its 
attendant upstream or downstream pathways are functionally inactivated in virtually 
ali cancers. 

• The extent to which the roles of p53 in tumour suppression, stress or damage 
responses and normal physiology are interdependent or overlap mechan istically 
is un elea r. 

• Vertebrate p53 is highly pleiotropic and presides over a diverse range of contingent 
celi responses. Some of these responses are ostensibly antithetical — forexample, 
p53 coordinates both the 'pause-repair-recovery' and 'senescence and/or celi death' 
responses to genotoxic injury. 

• Such multifunctionality arises from the tortuous evolutionary legacy of p53, and may 
have led to compromises that degrade the efficacy of p53 as a tumour suppressor. 

• The effectiveness of p53-mediated tumour suppression in vertebrates relies on the 
consistent and reliable activation of the p53 pathway by oncogenic signalling but 
never by normal mitoqenic siqnals. 
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The p53 family. a | The p53 family includes three genes that encode p53, p63 and p73. a | The 
overall domain structure of p53, p63 and p73 is conserved. In contrast to p53, p63 and p73 have 
many different isoforms with distinct amino (N) and carboxyl (C) termini (Fig. 2). Full-length 
isoforms contain the transactivation domain, so are designated TA; amino-terminal-deleted isoforms 
are designated N. Dashed lines indicate different isoforms (see Fig. 2). b | The functions of the TA 
and N isoforms are summarized. 
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Fig. 1 - Schematìc representation of p53 family gene and protein structure.The main protein domains are indicated: Transactìvation 
domain (TAD) in yellow, DNA binding domain (DBD) in red, oligomerization domain (OD) in green, sterile alpha motif (SAM) in 
dark blue. The different C-termini can be combined with the different N-termini to generate a large number of different proteins. 
DNA coding regions are in dark blue while 5' and 3' UTR are in light blue. PI and P2 indicate the different promoters used. 



Tabella 4.10. Principali caratteristiche delle proteine codificate dai geni delia famiglia TP53. 



Proprietà 



p53 



p73 



p63 



Locus del gene codificatore 1 7p1 3. 1 
Espressione del gene codificatoreBiallelica 



Espressione tissutale 
Fattori promoventi la sintesi 



Ubiquitaria 

Varie lesioni del DNA 
e stress cellulari 



Isoforme da "spìicing" alternativo Numerose 

Interazioni con proteine virali Si 

Arresto ciclo cellulare/induzione Si 
apoptosi 

Riscontro di mutanti nei tumori Frequente 

{> 50 % dei tumori) 



ip36.33 

Monoallelica in alcuni 
tessuti 

Ristretta 

Alcune lesioni del DNA: 
irradiazione gamma, 
trattamento con cisplatino 

Numerose 

No 

Si (isoforme TA) 

Episodico 

(< 0,5% dei tumori) 



Mutazioni germinali 
Funzione prevalente 



Sindrome di Li-Fraumeni Finora non evidenziate 



Salvaguardia del genoma Neurogenesi 



3q27-28 
Biallelica 

Ristretta 
Lesioni del DNA 

Numerose 
No 

Si (isoforme TA) 



Sindrome di Rapp-Hodgkin*; 
sindrome di Hay-Wells**; 
altre sindromi malformative*** 

Differenziazione ectodermica 



* Caratterizzata da ectrodattìlia, displasia ectodermica e cheiloschisi {vedi Figura 4.17). 
** Caratterizzata da anchiloblefaro, displasìa ectodermica e palatoschìsi, 

*** SHFM (Split Hand-Fool Malformatìon): sindrome ADULT (Acro-Dermato-Ungueal-Lacrimal-Tooth); LMS (Limb-Mammary 
Syndrome). 



Table 1 

p63 expression in cancer. 



Tumors site 


Subtypes 


P63 


% 


Isoforms 


Prognosis or progression 


Breast 


Basal-like carcinoma 


Increased 


22% 


AN 


Increased expression in bigger tumors. 
Increased with nuclear pleomorphism. 
Loss correlates with poorer prognosis 




Sarcomatoid/metaplastic carcinoma 


Increased 


50-69% 


Unknown 


Unknown 




Adenoid-cystic carcinoma 


Increased 


100% 


AN 


Unknown 




Myoepithelial-epithelial carcinoma 


Increased 


Unknown 


AN 


Unknown 




Malignant adenomyoepithelioma 


Increased 


Unknown 


Unknown 


Unknown 




Invasive papillary carcinoma 


Increased 


33.3% 


Unknown 


Unknown 


Head and neck 


Squamous celi carcinoma 


Increased 


81-100% 


AN 


Correlates with both better or 
poorer prognosis 




Small celi tumors of sino-nasal tract 


Increased 


20-100% 


AN 


Unknown 




Merkel celi carcinoma 


Increased 


53.2% 


Unknown 


Correlates with poorer prognosis 




Sarcomatoid carcinoma 


Increased 


63% 


Unknown 


Unknown 


Lung 


Squamous celi carcinoma 


Increased 


88-100% 


AN 


Correlates with better prognosis 




Large celi lung cancer 


Increased 


42-66% 


Unknown 


Correlates with better prognosis 




Adenocarcinomas 


Increased 


11-30% 


AN 


Correlates with better prognosis 
Cytoplasmic expression correlates with 
poorer prognosis 




Small celi lung cancer 


Increased 


20% 


Unknown 


Correlates with poorer prognosis 
Correlates with higher grade tumors 




Large celi neuroendocrine tumors 


Increased 


50-70% 


Unknown 


Correlates with poorer prognosis 
Correlates with higher grade tumors 




Sarcomatoid cancer 


Increased 


50% 


Unknown 


Unknown 


Esophagus 


Squamous celi carcinoma 


Increased 


52-98% 


AN 


No correlation 

Loss correlates with poorer prognosis. 




Barret's esophagus 


Increased 


Unknown 


Unknown 




Bladder 


Transitional celi carcinoma 


Incresead 


20-75% 


AN 


Increase in early stage tumors. 






Decreased 


Unknown 


TA 


Correlates with poorer prognosis. 




Sarcomatoid cancer 


Unknown 


Unknown 


Unknown 


Unknown 


Prostate 


Adenoid-cystic (basai) carcinoma 


Increased 


60-100% 


Unknown 


Unknown 




Adenocarcinoma 


Increased 


3-10% 


AN 


Cytoplasmic expression correlates 
with poorer prognosis 


Liver 


Cho la ngi oca rei noma 


Increased 


23-100% 


Unknown 


Unknown 


Ovary 


Benign-borderline Brenner tumors 


Increased 


100% 


Unknown 


Unknown 




Malignant Brenner tumors 


Increased 


17% 


Unknown 


Unknown 




Serous tumors 


Increased 


0-13% 


AN 


Correlates with poorer prognosis 




Endometrial tumors 


Increased 


0-25% 


Unknown 


Unknown 




Metastatic transitional cancer celi 


Increased 


Unknown 


Unknown 


Unknown 


Non-Hodgkin 


Follicular lymphoma 


Increased 


54-99% 


TA 


Correlates with poorer prognosis 


lymphoma 


Diffuse large B-cell lymphoma 


Increased 


15-34% 


TA 


Correlates with poorer prognosis 
Correlates with better prognosis 




Anaplastic large celi lymphoma 


Increased 


44% 


Unknown 


Unknown 



% indicates the percentage of tumors showing altered p63 expression. 



Stimali 



Developmental 





Other signalling 
networks 



Target genes 



Celi fate 



p2l 14-3-30, 
GADD45a. etc. 



RB, p57. NANOG, 
others? 



PUMA, NOXA, BAX, DR5, 
p53AIP r PIG3. APAF1, etc. 



Transient cell-cycle 
arrest 



Differentiation 



Apoptosis 




Figure 1 1 p53-family-based cell-fate decisions. The p53 family isactivated 
by cellular stress, hyperproliferative signals and developmental stimuli. These 
inputs are integrated within the p53 family in crosstalk with other cellular 
signalling networks to reach an appropriate celi fate decision that is exe- 
cuted by the selectivetransactivationof distincttranscriptionalprogrammes. 



The most common outcomes are reversible cell-cycle arrest, irreversible cell- 
cycle exit (differentiation or senescence) or apoptotic celi death. APAF1, 
apoptotic peptidase activating factor 1; GADD45a, growth arrest and DNA- 
damage-inducible-a; RBl, retinoblastoma susceptibility protein; PAH, 
plasminogen activator inhibitortype I; PIG3, p53-induced gene 3 protein. 



ONCOSOPPRESSORI 

Five broad 

classes of proteins are generally recognized as being encoded 
by tumor-suppressor genes: 

• Intracellular proteins that regulate or inhibit progression 
through a specific stage of the celi cycle (e.g., pi 6 and Rb) 

• Receptors or signal transducers for secreted hormones 
or developmental signals that inhibit celi proliferation 
(e.g., TGF(3, the hedgehog receptor patched) 

• Checkpoint-control proteins that arrest the celi cycle if 
DNA is damaged or chromosomes are abnormal (e.g., p53) 

• Proteins that promote apoptosis 

• Enzymes that participate in DNA repair 




La super-famiglia dei TGF 

I GF appartenenti alla superfamiglia dei TGF sono proteine di 1 10-1 14 aminoacidi, presentanti tra loro strette 
omologie strutturali; essi vengono tutti sintetizzati in forma di precursori che, dopo aver formato omo o eterodimeri, 
vengono clivati da una peptidasi che dà origine ai frammenti funzionalmente attivi. 

La superfamiglia dei TGF comprende quattro famiglie. Invero, questa classificazione viene giudicata provvisoria 
in quanto nuove proteine strutturalmente correlate vengono continuamente scoperte 

1) Famiglia dei TGF-/3, comprendente tre isoforme (TGF-/31 , TGF-/32 e TGF-/33) che sono i GF maggiormente coinvolti 
nella trasformazione neoplastica, 

2) Famiglia delle Attivine-inibine, 

3) Famiglia dei BMP (Bone Morphogenetic Proteins), 

4) Famiglia dei MIS (Mullerian Inhibiting Substance). 
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Figure 5.21 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007) 
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A FIGURE 23-20 Effect of loss of TGF|) signaling. 

Binding of TGFp, an antigrowth factor, causes activation 
of Smad transcription factors. In the absence of TGFfJ 
signaling due to either a receptor mutation or a SMAD 
mutation, celi proliferation and invasion of the surrounding 
extracellular matrix (ECM) increase. [See X. Hua et al., 1998, 




TABELLA 7-9 Principali geni oncosoppressori coinvolti nelle neoplasie umane 



Localizzazione 
subcellulare 



Gene 



Funzione 



Tumori associati con 
mutazioni somatiche 



Tumori associati con 
mutazioni ereditarie 



Superficie cellulare 

Faccia interna della 
membrana cellulare 

Citoscheletro 
Citosol 



Nucleo 



TGF-P recettore 
E-caderina 

NF-1 



NF-2 



APC/p-catenina 



PTEN 

SMAD 2 e 
SMAD4 

RB 



p53 



WT-1 



p16(INK4a) 



BRCA-1 e 
BRCA-2 



Inibizione dello sviluppo 
Adesione cellulare 

Inibizione del segnale 
di RAS e dell'inibitore 
della proliferazione p21 

Stabilità citoscheletrica 



Inibizione del segnale 
di trasduzione 



Segnale di trasduzione 
da PI-3 chinasi 

Segnale di trasduzione 
TGF-p 

Regolazione del ciclo 
cellulare 



Interruzione del ciclo 
cellulare e apoptosi in 
risposta a lesioni del DNA 



Carcinomi del colon 
Carcinoma dello stomaco 

Neuroblastomi 



Schwannomi e meningiomi 



Carcinomi dello stomaco, 
colon, pancreas; melanoma 

Tumori endometriali 
e della prostata 

Colon, tumori del pancreas 



Retinoblastoma; 
osteosarcoma, carcinomi 
della mammella, colon, 
polmone 

La maggior parte 
dei tumori umani 



Trascrizione nucleare 



Tumore di Wilms 



Regolazione del ciclo 
cellulare per l'inibizione 
delle chinasi 
ciclino-dipendenti 

Riparazione del DNA 



Pancreatico, della 
mammella e tumori 
esofagei 

Non conosciuto 



Non conosciuto 
Tumore gastrico familiare 

Neurofibromatosi di tipo 1 
e sarcomi 

Neurofibromatosi 
di tipo 2, schwannomi 
acustici e meningiomi 

Poliposi adenomatosa 
familiare del colon/ 
tumore del colon 

Non conosciuto 



Non conosciuto 

Retinoblastoma, 
osteosarcoma 



Malattia di Li-Fraumeni; 
carcinomi multipli 
r sarcomi 



Tumore di Wilms 



Melanoma maligno 



Carcinomi della 
mammella e dell'ovaio; 
carcinomi della 
mammella maschile 



KLF6 



Fattore di trascrizione 



Prostata 



Non conosciuto 



Casi sporadici 



WAGR 



Linea germinale 
normale 



Prima mutazione 
somatica 



Eterozigosi 



Seconda mutazione 
somatica 



Perdita della eterozigosi 
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TUMORE DI WILMS 



Figura 10.5. L'insorgenza di alcune forme di tumore di Wilms è dovuta alla perdita o all'alterata fun- 
zione dell'oncosoppressore WT1 localizzato nella banda p13 del cromosoma 11. Come nel retino- 
blastoma, la trasformazione neoplastica si verifica in quelle cellule in cui entrambi gli alleli WT1 risul- 
tano interessati (perdita della eterozigosi). 
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ARRESTO DELLA PROLIFERAZIONE CELLULARE, 
INNESCO DELLA DIFFERENZIAZIONE 



PROLIFERAZIONE SOSTENUTA PER LA PERMANENZA DI UN 
CIRCUITO AUTOCRINO O PARACRINO DI STIMOLAZIONE 



Figura 10.6. Presunto meccanismo responsabile dell'insorgenza del tumore di Wilms in un rilevante 
numero di casi. Durante lo sviluppo del blastema metanefrico (a sinistra), il prodotto del gene WT1, 
interagendo con specifiche sequenze nucleotidiche facenti parte di siti promotori, blocca la trascrizio- 
ne dei geni che codificano per il fattore di crescita IGF-II e per uno dei suoi recettori (IGF-IR). 
Conseguentemente, la proliferazione cellulare si arresta e si avvia il programma differenziativo. In 
presenza di un mutante WT1 , o in seguito alla perdita di entrambi gli alleli WT1 (come nella sindrome 
WAGR), questo circuito di stimolazione (autocrina o paracrina) della proliferazione non viene blocca- 
to, e si creano le condizioni favorevoli allo sviluppo del tumore di Wilms (a destra). 



TABELLA 7-9 Principali geni oncosoppressori coinvolti nelle neoplasie umane 



Localizzazione 
subcellulare 



Gene 



Funzione 



Tumori associati con 
mutazioni somatiche 



Tumori associati con 
mutazioni ereditarie 



Superficie cellulare 

Faccia interna della 
membrana cellulare 

Citoscheletro 



TGF-P recettore 
E-caderina 

NF-1 



NF-2 



Inibizione dello sviluppo 
Adesione cellulare 

Inibizione del segnale 
di RAS e dell'inibitore 
della proliferazione p21 

Stabilità citoscheletrica 



Carcinomi del colon 
Carcinoma dello stomaco 

Neuroblastomi 



Schwannomi e meningiomi 



Non conosciuto 
Tumore gastrico familiare 

Neurofibromatosi di tipo 1 
e sarcomi 

Neurofibromatosi 
di tipo 2, schwannomi 
acustici e meningiomi 



Citosol 


APC/p-catenina 


Inibizione del segnale 


Carcinomi dello stomaco, 


Poliposi adenomatosa 






di trasduzione 


colon, pancreas; melanoma 


familiare del colon/ 
tumore del colon 



Wnt 



CYTOPLASM 




Frizzled 



'//m\w plasma 

membrane 

Dishevelled 
axin 

GSK-3P 
|3-catenin 






membrane 






t 




T 


— Tcf/Lef 





Frizzled 






inactive 
Dishevelled 



active inactive 
GSK-3P GSK-3P 

p-catenin 
^ (proliferation- 
promoting 
protein) 

degradation 



Wnt 






activated 
Dishevelled 



p-catenin 



i 




i 




promotes proliferation 



tyrosine 
kinase 
receptor 
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Figure 6-22 

A~C\ The role of A PC in regulating the stability and function of j3-catenin. APC and /8-catenin are components of the WNT signaling pathway. In resting 
cells (noi exposed lo WNT), 0-catenin forms a macromolecular complex containing the APC protein. This complex leads to the destruction of jS-catenin, 
and intracellular levels of j8-catenin are low. When cells are stimulated by secreted WNT molecules, the destruction complex is deactivated, j3-catenin 
degradation does noi occur, and cytoplasmic levels increase. j8-catenin translocates to the nucleus, where it binds to TcF, a transcription Factor t hai acti- 
vates severa! genes involved in the celi cycle. When APC is mutated or absent, the destruction of j6-catenin cannol occur. j3-Catenin translocates to the nu- 
cleus and coactivates genes that promote the celi cycle, and cells behave as if they are under Constant stimulation by the WNT pathway. 
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